原核表达目的蛋白的纯化
溶液试剂的配置
⑴ 变性结合缓冲液：20 mM磷酸钠，15 mM咪唑，500 mM的氯化钠，6M尿素，pH调整为7.4，用0.22 µm的Millex一次性过滤器过滤，室温保存备用；
⑵ 变性洗脱缓冲液：20 mM磷酸钠，500 mM咪唑，500 mM的氯化钠，6M尿素，pH调整为7.4，用0.22 µm的Millex一次性过滤器过滤，室温保存备用；
⑶ Stripping buffer：20 mM磷酸钠，50 mM EDTA，500 mM的氯化钠，pH调整为7.4，用0.22 µm的Millex一次性过滤器过滤，室温保存备用；
⑷ Recharging buffer：100 mM硫酸镍，用0.22 µm的Millex一次性过滤器过滤，室温保存备用；
⑸ NaOH溶液：1 M氢氧化钠，用0.22 µm的Millex一次性过滤器过滤，室温保存备用；
⑹ 其他：双蒸水，20 %乙醇，所有溶液都用0.22 µm的Millex一次性过滤器过滤。
蛋白纯化的步骤
⑴ 经SDS-PAGE电泳检测有目的条带的原核表达产物8 000 × g室温离心5 min，弃上清。收集到的菌体用变性结合缓冲液重悬浮（1 g菌体湿重至少需要10 ml的变性结合缓冲液）；
⑵ 重悬浮的菌液在冰水浴中进行超声波破碎，破碎条件为：破3 s，停6 s，功率为100 %，直至菌悬液变澄清为止。破碎好的菌悬液12 000 × g，4 ℃离心30 min，收集上清液，并用0.22 µm的Millex一次性过滤器过滤，放置于-20 ℃备用；
⑶ 所有的纯化过程都用注射器手动操作完成，并且液体的流动速度不能过快，建议流速为2~3 s/滴，即1 ml/min；
⑷ 用10倍柱体积的变性结合缓冲液平衡柱子，流速控制在1 ml/min；
⑸ 将准备好的蛋白溶液2-3 ml过柱（蛋白溶液的上样量根据蛋白溶液中目的蛋白的浓度，一般1 ml镍柱能够结合10 mg带有His标签的目的蛋白），每过柱1 ml蛋白溶液，室温静止放置5 min，使带有His标签的目的蛋白与柱子中的镍离子充分的结合；
⑹ 蛋白上柱后，用5 ml的变性结合缓冲液洗脱柱子，以除去柱子中与镍离子未结合的杂蛋白；
⑺ 再用3 ml的变性洗脱缓冲液冲洗脱柱子，并收集流穿液，此处收集的是目的蛋白溶液；
⑻ 将收集到的目的蛋白进行SDS-PAGE电泳检测分析，具体步骤同2.2.5.2。
Ni柱的再生
⑴ 用5 ml的Stripping Buffer洗柱子，去除Ni离子；
⑵ 用5~10 ml的超纯水洗脱柱子；
⑶ 吸取5 ml氢氧化钠溶液（1 M）洗脱柱子，以除去柱子中的杂蛋白。每过柱1 ml，需停留5~10 min；
⑷ 重复步骤⑵；
⑸ 吸取3 ml的100 mM硫酸镍溶液过柱，结合Ni离子。每过柱1 ml，需停留5~10 min，以便于Ni离子与柱中颗粒的充分结合；
⑹ 重复步骤⑵，完成柱子的重生，放置于4 ℃备用。
蛋白溶液中咪唑及尿素的去除
经SDS-PAGE验证后，将纯化的目的蛋白溶液用pH 7.4的PBS溶液稀释，用移液器缓慢吹打混匀，用0.22 μm的Millex一次性过滤器过滤后并将溶液转移到超滤管中，6 000 × g，4 ℃离心30 min，弃废液。重复操作3~5次，最大可能的去除蛋白溶液中咪唑及尿素等盐离子。
